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Resumo – O feijão-caupi se constitui numa importante fonte de proteínas, carboidratos e 
vitaminas sendo cultivado em vários países em desenvolvimento. Entretanto, herbívoros e 
fitopatógenos são responsáveis por grandes perdas nesta cultura. Para diminuir estes 
problemas, estratégias envolvendo o uso de elicitores químicos da resposta de defesa vegetal 
têm sido desenvolvidas. Dentre esses elicitores há aqueles que induzem resposta sistêmica 
adquirida (SAR) como o BTH [(1,2,3)-Benzothiadiazole-7-carbotioico S-metil ester]. Este 
trabalho teve como objetivo avaliar se o BTH é capaz de induzir a expressão de proteínas 
relacionadas à patogênese como peroxidase (POX), β-1,3-glucanase (GLU), fenilalanina 
amônia-liase (PAL) e o aumento do conteúdo de lignina em folhas de feijão-caupi, cv. TE-97-
411. Dez dias após plantio, a parte aérea das plantas foi borrifada com diferentes 
concentrações de BTH.  Para determinação das atividades enzimáticas, foram utilizadas folhas 
coletadas com 48 horas, e, para lignina, com 10 e 15 dias após tratamento. Aumento nas 
atividades destas enzimas, com exceção da PAL, e na deposição de lignina foi observado nas 
plantas tratadas. Estes resultados sugerem que o BTH representa uma estratégia potencial 
para ativação da defesa bioquímica do feijão-caupi.  
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BENZOTHIADIAZOLE (BTH) INDUCES PEROXIDASE, β-1,3-GLUCANASE 
ACTIVITIES AND LIGNIN FORMATION IN COWPEA  
 
Abstract - Cowpea is an important leguminous plant cultivated in several developing countries 
of the world. It constitutes important source of proteins, carbohydrates and vitamins. 
Unfortunately, herbivores and pathogenic microorganisms are responsible for great losses in 
this crop. Several strategies have been developed to overcome these problems, including the 
induction of plant defense responses. Induced resistance may provide an alternative approach 
to plant protection and it can be activated in plants by chemical inducers such as Benzo-
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(1,2,3)-thiadiazole-7-carbothioic acid s-methyl ester (BTH). The aim of this present work was 
to evaluate if BTH is able of inducing the pathogenesis related proteins, peroxidase (POX), β-
1,3-glucanase (GLU), phenylalanine ammonia-lyase (PAL) and the lignin content in cowpea 
leaves, cv. TE-97-411. Ten day-old plants had their shoots sprayed with BTH in different 
concentrations. Enzymatic activities were carried out in leaves collected 48 hours after 
spraying whereas the lignin content was evaluated at 10 and 15 days after treatment. Except 
for PAL, significant increase in POX, GLU activities and lignin deposition were observed in 
BTH-treated plants. These results suggest that BTH treatment represents a potential strategy 
to induce the biochemical defense of cowpea.  
Keywords: benzothiadiazole (BTH), induced resistance, vegetal defense.  
 
Introdução 
 
O feijão-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] é uma das mais antigas culturas conhecidas 
pelo homem. Seu cultivo mundial abrange cerca de 20 milhões de acres (1 acre = 4.047 m2) 
(Quinn & Myers, 2002), com produção superior aos 2 milhões de toneladas. Possui alto 
conteúdo protéico, é rico em minerais e vitaminas (Van Le et al., 2002) e apresenta boa 
capacidade de fixação de nitrogênio, sendo ainda pouco exigente em fertilidade e adaptado a 
altas temperaturas (Valenzuela & Smith, 2002). 
Apesar destas características, o feijão-caupi e as plantas, de um modo geral, são 
continuamente atacados por patógenos e pragas (Sobrinho et al., 2000).  Uma resposta 
comum a estes vegetais é a resistência sistêmica adquirida (SAR) um mecanismo de defesa 
induzido que tem papel central na resistência de plantas a patógenos (Anfoka, 2000). A SAR 
se caracteriza pelo acúmulo de mRNAs que codificam para um conjunto de genes SAR (Ward 
et al., 1991). Dentre os diversos produtos gênicos desta resposta estão as PR-proteínas 
(proteínas relacionadas a patogêneses) (Sparla et al. 2003). 
As famílias das PR-proteínas incluem enzimas que atuam em processos que se estendem 
desde a lignificação da parede celular de plantas, em resposta ao ataque de patógenos, como 
as peroxidases (Cipollini Junior, 1998), até a modificação da parede celular de 
microorganismos patogênicos, como as β-1,3-glucanases (Mee Do et al., 2004).  
Além das PR-proteínas, enzimas como a fenilalanina amônia liase (PAL E.C. 4.3.1.5) 
também estão envolvidas na resposta sistêmica adquirida. A PAL é responsável pela conversão 
do aminoácido fenilalanina em ácido trans-cinâmico, um intermediário chave na via bioquímica 
que leva à produção de lignina e ácido salicílico (AS), dentre outros compostos secundários de 
defesa como as fitoalexinas. 
A lignificação é um processo de defesa que se caracteriza pelo espessamento e 
enrijecimento da parede celular dificultando a entrada do patógeno. Este processo está 
freqüentemente limitado às células localizadas no sítio de infecção. Aumento na lignificação 
tem sido observado em plantas resistentes e isso faz com que esse processo assuma papel 
crucial na defesa vegetal (Stadnik &Buchenauer, 2000). 
Na tentativa de potencializar as defesas naturais das plantas, uma alternativa 
promissora no controle de várias doenças é o uso de compostos capazes de induzir a SAR, 
como o ácido (1,2,3)-Benzotiadiazole-7-carbotioico S-metil ester (BTH ou Bion). O BTH é um 
produto químico conhecido por induzir a SAR (Sparla et al. 2003). Apresenta baixa toxicidade 
para plantas e animais e alta eficiência na proteção de numerosas espécies de plantas contra 
uma variedade de patógenos (Iriti & Faoro, 2003). O estudo do processo de indução e 
amplificação da resposta de defesa em plantas pelo BTH é de grande importância visto que o 
emprego deste composto pode representar uma importante estratégia para aumentar a 
resistência do feijão-caupi. 
 
Materiais e Métodos 
 
Condições de crescimento vegetal: Sementes de feijão-caupi, cultivar TE97-411, foram 
colocadas para germinar em potes plásticos, sendo utilizado como substrato areia estéril.  
Tratamento e coleta das plantas: O BTH (BION), da Syngenta, foi dissolvido em água 
Milli-Q nas proporções de 0,0; 0,1; 0,3; 0,5; 0,8; 1,0; 2,0; 3,0; e 5,0 mM de ingrediente ativo 
(acibenzolar-S-metil CGA 245704). A indução foi feita através da pulverização da parte área 
das plantas no décimo dia após plantio. 48 horas após tratamento, as folhas foram coletadas, 
congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas em freezer a - 85 °C. 
Extratos totais e dosagem de proteínas solúveis: Os extratos totais foram obtidos 
através de maceração das folhas com tampão acetato de sódio 50 mM, pH 5,2, contendo 
NaCl 5 x 102 mM, PMSF  1 mM, EDTA 5 mM e β-mercaptoetanol 10 mM na proporção de 1:3 
(m/v). Após maceração, a suspensão foi filtrada e centrifugada a 15.000 x g, 4 ºC, 20 min. 
Após centrifugação, o sobrenadante foi utilizado para determinação de atividades enzimáticas 
e dosagem de proteínas solúveis (Bradford, 1976). 
Atividades enzimáticas: Para a determinação da atividade peroxidásica (POX) foi utilizada 
a metodologia descrita por Urbanek et al., (1991); para β-1,3-glucanase (GLU) a descrita por 
Boller (1993); e para atividade da fenilalanina amônia liase (PAL) a descrita por Mori et al. 
(2001). 
Determinação de lignina: Folhas de plantas cultivadas e tratadas conforme descrito nos itens 
anteriores foram coletadas 10 e 15 dias após tratamento. Foi utilizada solução de ácido 
tricloroacético em etanol e clorofórmio para remoção dos pigmentos. Em seguida, estas folhas 
foram coradas conforme descrito por Stange & McDonald, (1999) com modificações para 
tecido foliar. 
 
Resultados e Discussão 
 
Em folhas de feijão-caupi tratadas com BHT não foi observado aumento da atividade da 
enzima fenilalanina amônia liase (PAL) quando comparado ao controle (Figura 1). Resposta de 
aumento da PAL, frente a tratamentos com este indutor foi relatada em feijão-caupi inoculado 
com Colletotrichum destructivum (Latunde-Dada & Lucas, 2001). Stadnik & Buchenauer 
(2000) observaram que a inibição da PAL diminuiu a resistência promovida pelo BHT em trigo 
inoculado com o fungo Blumeria graminis f. sp. Tritici. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
O tratamento com BHT induziu aumento na atividade de POX quando comparada com 
os controles (Figura 2), mas nas concentrações acima de 0,8 mM, com pico máximo de 
atividade em 2,0 mM. Malolepza (2005) e Stadnik & Buchenauer (2000) também observaram 
atividade de POX em plantas tratadas com BHT. Em tecidos foliares, foi observado aumento, 
dosedependente, na atividade β-1-3-Glucanásica (Figura 3). O aumento destas enzimas 
também foi observado em batata tratadas com BHT (Brookshi et al., 2003). 
 
Figura 1 – Atividade de PAL em 
feijão-caupi, cv. TE 97-411, tratado 
com diferentes concentrações de 
BTH. 
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BHT foi também capaz de induzir lignificação em folhas secundárias de plantas de 
feijão-caupi tratadas nas concentrações de 1,0; 2,0; 3,0 e 5,0 mM (Figuras 4 e 5), sendo 
estes resultados semelhantes para os tempos de 10 e 15 dias após o tratamento.Entretanto, 
em folhas primárias, não foram observadas diferenças na lignificação do tecido nas diferentes 
concentrações utilizadas (dados não mostrados). Em folhas secundárias, além do aumento da 
intensidade da coloração (medida em colorímetro Minoalta como meter CR-200), indicativo de 
aumento do teor de lignina no tecido, foi evidenciada redução na expansão foliar, 
provavelmente, resultante do contingenciamento celular imposto pelo aumento da lignificação 
induzida pelo tratamento com BHT. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Conclusões 
 
 Dado que as enzimas POX, GLU e a deposição de lignina são importantes processos no 
mecanismo de defesa vegetal, o aumento promovido pelo BTH, sugere o uso deste composto 
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Figura 2. Atividade de POX em 
feijão-caupi, cv. TE 97-411, tratado 
com diferentes concentrações de 
BTH. 
Figura 3. Atividade de GLU em feijão-
caupi, cv. TE 97-411, tratado com 
diferentes concentrações de BTH. 
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Figura 4. Concentração de lignina em 
folhas secundárias de feijão-caupi, cv. 
TE 97-411, 10 dias após tratamento 
com BTH.  
Figura 5. Concentração de lignina em 
folhas secundárias de feijão-caupi, cv. 
TE 97-411, 15 dias após tratamento 
com BTH. 
como uma alternativa promissora na indução de respostas de defesa em plantas de feijão-
caupi. 
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